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基于 16s rRNA 序列 的 新 重 属 二 齿 新 重 种 团 
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摘要 : 通过 比较 线粒体 基因 组 16s rRNA 基因 片段 的 差异 ， 研 究 了 分 布 于 我 国 的 二 次 新 蚤 种 团 Cbi- 
dentatiformis group) 7 种 新 重 的 分 子 系统 发 育 天 系 ， 以 斯 氏 新 入 种 团 的 特 新 莉 作 为 外 群 。 结 果 显 示 ， 
其 中 5 个 种 ( Neopsylla bidentatiformis. N. mana. N. pleskis N. teratura FIN. hongyangensis) 的 种 
间 序 列 差 异 小 于 1%， 变 异 水 平和 种 内 变异 相当 ， 显 示 了 它们 之 间 较 近 的 亲缘 关系 ; N. abagaitui 
A ERS 种 之 间 有 约 4% 的 变异 ， 说 明 该 种 有 较 长 的 分 化 历史 。 来 自 两 个 地 区 的 二 此 新 又 4 个 样本 
间 有 两 种 不 同 的 基因 型 ， 而 红 羊 新 重 可 以 归 入 其 中 的 一 种 。 加 上 形态 特征 的 特点 ， 可 以 认为 红 羊 
新 蚤 不 应 该 属于 毛 新 重 种 团 ， 而 属于 二 雌 新 重 种 团 ， STREFA AMEKAA, LAD 
要 做 进一步 的 研究 。 男 外 ，N，siboi 和 形态 近 缘 种 N，iteratura 之 间 存 在 20% 的 变异 ， 其 原因 有 待 


进一步 研究 。 
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WAE Neopsylla AB BARA  bidentatiformis group) 在 我 国 主要 分 布 于 古 北 界 ， 其 中 的 
许多 种 类 曾 被 分 离 到 鼠疫 菌 ， 所 以 该 种 团 具 有 较 高 的 医学 重要 性 。 该 种 团 的 种 类 较 多 ， 而 且 
形态 上 又 非常 接近 ， 近 来 在 我 国 命名 的 两 个 新 种 就 体现 了 这 种 现象 。 

李 贵 真 等 :1986 年 命名 的 红 羊 新 重 N，hongyangensis Li» Bai et Chen，1986 FI AHS 
N. bidentatiformis Wagner, 1893) 在 形态 上 非常 接近 ， 但 根据 其 第 9 腹 板 肘 部 腹面 有 一 加 后 
方 伸 出 的 撼 形 腹 小 臂 ， 被 认为 和 毛 新 重 种 团 《〈setosa group > 的 种 类 有 和 较 近 的 亲缘 关系 。 后 来 
发 现在 甘肃 、 青 海 等 地 许多 被 鉴定 为 二 齿 新 蚤 的 标本 实际 上 为 红 羊 新 蚤 ” 。 因 此 《青藏 高 原 
重 目 志 》 中 认为 该 地 区 只 有 红 羊 新 了 重 ， 而 没有 二 此 新 重 ， 并 将 其 列 入 毛 新 草 种 团 ”。 但 是 我 
们 通过 检视 从 吉林 和 北京 采集 的 二 齿 新 重 标 本 中 有 一 些 个体 也 具有 较 小 的 瓶 形 腹 小 臂 ， 从 而 
对 红 羊 新 草 种 的 地 位 是 否 成 立 提 出 了 疑问 。 

1993 年 俞 名 的 思 博 新 重 N. siboi Ye et Yu，1993 KIR BIA BEES ENA HRANE N. 
teratura Rothschild, 1913 非常 接近 5 。 叶 瑞 玉 等 “5 通过 近代 新 蚤 东方 亚 种 N. pleskei oriental- 
汪 5、 曲 坏 新 重 和 思 博 新 重 三 者 间 的 人 工 杂 交 显 示 ， 这 三 种 新 重 间 能 够 产生 可 育 的 后 代 ， 于 是 认 
为 这 三 种 新 蚤 种 的 地 位 值得 商 梭 。 和 鲁 亮 等 * 利用 PAPD 技术 对 上 述 三 种 新 蚤 实验 种 群 的 DNA 
多 态 关 系 进行 了 研究 ， 结 果 发 现形 态 上 关系 很 近 的 思 博 新 重 和 曲 坏 新 草 并 不 显示 较 近 的 DNA 
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多 态 关 系 ， 形 成 了 分 子 关系 和 形态 关系 间 的 矛盾 。 

传统 的 昆虫 分 类 和 系统 发 育 关 系 研 究 主要 根据 外 部 形态 特征 ， 在 这 个 过 程 中 难免 受到 各 
种 主观 因素 的 影响 ， 而 且 对 于 一 些 近 缘 种 或 隐 种 ， 传 统 的 分 类 方法 有 时 就 可 能 无 能 为 力 ， 更 
难以 深入 进行 系统 发 育 关系 研究 。 近 20 年 来 不 断 发 展 的 分 子 生 物 学 技术 为 分 类 学 和 系统 学 带 
来 了 新 的 方法 ， 并 解决 了 许多 重要 的 分 类 问题 。 线 粒 体 基因 组 由 于 特殊 的 遗传 方式 ， 成 为 一 
种 常用 的 研究 系统 发 育 关 系 的 对 象 。 本 研究 中 我 们 利用 线粒体 基因 组 的 16s RNA 基因 研究 分 
布 于 我 国 的 二 齿 新 蚤 种 团 主 要 种 类 的 分 子 系统 发 育 关 系 ， 为 探索 该 种 团 内 各 个 种 的 系统 发 育 
关系 提供 一 个 方面 的 资料 。 


1 材料 和 方法 


1.1 标本 来 源 
本 研究 所 用 标本 材料 见 表 1， 其 中 特 新 草 属 于 斯 氏 新 重 种 团 《〈steuensi group)， 作 为 外 群 ， 
所 有 标本 都 用 95% 的 乙醇 浸泡 并 冷冻 保存 。 除 特 新 草 采 用 1 个 样本 外 ， 二 齿 新 草 两 个 地 方 种 
群 和 其 余 各 种 均 采 用 2 个 样本 ， 详 见 表 1。 
表 1 本 研究 所 用 新 亚 标 本 来 源 及 个 体 代码 
Table 1 Neopsylla species used in this study and their hosts, localities and individual code 











种 类 Taxon 宿主 Host 采集 地 Locality 个 体 代 码 Individual code 
ZAME KE 北京 NbBJI 
N. bidentatiformis Cricetulus triton Beijing NbBJ2 
SHE ASKER 内 蒙古 赤峰 NbNMI 
N. bidentatiformis Citellus dauricus Chifeng» Nei Mongol NbNM2 
阿 巴 盖 新 重 达 乌 尔 黄 鼠 内 蒙古 赤峰 NaNMI 
N. abagaitut Citellus dauricus Chifeng» Nei Mongol NaNM2 
ee 不 详 新 疆 NmXJ1 
N. mana unknown Xinjiang NmXJ2 
近代 新 重 不 详 新 疆 NpXJ1 
N. pleski unknown Xinjiang NpXJ2 
RAHE 不 详 新 疆 NsXJ1 
N. stboi unknown Xinjiang NsXJ2 
FEE RR BT E 不 详 新 疆 NtXJ1 
N. teratura unknown Xinjiang NXJ2 
AE E ip KER 青海 祁 连 NhQHI 
N. hongyangensis Cricetulus longicaudatus Qilian; Qinghai NhQH2 
FHE 大 仓鼠 北京 
N. specialis Cricetulus triton Beijing Aji 


1.2 DNA 提取 和 标本 鉴定 
提取 DNA 前 ， 将 乙醇 保存 的 标本 置 于 4% 的 Tris EDTA 缓冲 液 中 洗 去 乙醇 。 然 后 将 标本 切 
成 三 段 ， 用 了 酚 - 氯 仿 抽 提 法 提取 基因 组 DNA， 剩 余 的 几 了 丁 质 部 分 再 用 10% 的 KOH 溶液 在 室温 
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下 腐蚀 适当 时 间 后 制 成 玻 片 标本 进行 鉴定 。 重 种 的 鉴定 参考 《中 国 动物 志 * 昆 虫 岗 * 重 目 六 2 
和 其 它 相关 的 文献 资料 。 
1.3 PCR 扩 增 和 测序 

按 和 常规 PCR 方法 进行 扩 增 。 所 用 引物 为 TL2-J-3037 (5'-ATGGCAGATTAGTGCAATGG-3') 
和 A8-N-3914 (5'-TCATCTTATAGGTACTATTTGAGG-3') 5。 扩 增 产物 通过 pGEM-T Vector System 
I (PROMEGA) 连接 到 pGEM-T 载体 中 。 连 接 产物 通过 一 步 法 转 入 大 肠 杆 菌 E. coli XL-1 A 
株 ， 通 过 蓝 白 斑 法 筛选 阳性 克隆 进行 测序 。 测序 试剂 为 ABI PRISM BigDye 试剂 盒 及 Ampli Taq 
DNA RABS (PERKIN ELMER)。 测 序 仪 为 ABI 377 (PERKIN ELMER)。 
1.4 序列 分 析 和 系统 树 构 建 

所 得 序列 首先 用 CLUSTAL W 软件 安排 列 成 等 长 的 矩阵 ， 必 要 时 进行 手工 调整 。 所 得 的 序 
列 矩 阵 转 换 成 PHYLIP 格式 后 用 PHYLIP 软件 包 ' 世 计算 获得 关系 树 。 用 DNAPARS 程序 获得 了 
基于 Wagner 简约 法 的 系统 发 育 关系 树 ; 用 DNADIST FEF iR Kimura’ s 2-parameter 模型 计算 个 
体 间 遗传 距离 ， 在 NEIGHBOR 程序 中 用 Neighbor-joining 法 获得 关系 树 。 两 种 计算 过 程 中 都 进 
行 了 500 次 的 目 导 复制 (bootstrip》}， 最 后 在 CONSENSE 程序 中 形成 合意 树 。 同 时 参考 果 量 
Drosophila yakuba 的 16s rRNA 二 级 结构 [六 确定 所 得 16s rRNA 片段 中 的 “ 杆 ” 和 “ 泡 ” 结 构 。 
在 此 基础 上 确定 不 同 结构 区 的 碱 基 蔡 换 模式 。 

所 有 序列 均 在 Genbank 中 注册 ， 注 册 号 为 : AF269109 ~ AF269125。 


2 AMRA BEHARI 个 体 间 16s rRNA 的 变异 位 点 
Table 2 The mutation sites in 16s rRNA of individuals of seven species except N. siboi compared with NbBJ2 

个 体 代码 变异 位 点 序号 及 其 变异 * 

Individual code Number of mutation site and mutations in individuals 
0O00000011112222222222222222233333333333333444555 
335666635791112556677789999902344455667789488333 
O08 9S 458 C168 68935849018 401678 O93 FEFVOLT89ON23 8278R3B47 


NbBJ2 TACA-AATCAATTTEAACECATATTTAC-TA--ATTAAACAAAAAAAC 
NT WA G 

NO Cla 3 Set anh Oe rs Ba eh eae ee 
NmXJ1 DRS ge Mh ace, LAR UE oes Ac, tus tg. mee Bina E Se Te or ee ets Bet ec te E 
NS each ect ie ates ky ee ad BN dee ea A ESTA ee Pacey whee her ee yeah. bakes 
人 RN 
NET EO 用 
NT NV CR 
Ne PE A oe oe E a decks Bods 
Ni 有 Gx TOG Wek eke ot oe G G 
WON) a ocr Soke dace oh ete Bw ae ae a Gas Eea Ta moe a hari a os Oo eae 
NENMO ep tse ee SO cn eis ie ee ere CE Th ee 
NaNMI .T..T. Gs A Cy TPA eA os AT Gie AA TTA G Or, 
NaNM2 .T..T....G..AGA.G.T.TA.CA-.AT.GA..AA.TTA.G... T.. 
Nee A..TTT-GA.GAGAAG.AATT.T..-.AT.GATT..GGTAT....... 


x AN3 个 数字 表示 变异 位 点 ， 字 母 为 碱 基 ;“-” 表 示 缺 失 ;“.” 表 示 相 同 


Three numbers in vertical line means the number of mutation sites letter means the base of the site: 


similarity 


“ 


JF . “< 外 
- means deletion; means 
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R3 Bie 16s rRNA 变异 位 点 
Table 3 The mutation sites in 16s rRNA of individuals of N. siboi compared with NbBJ2 


个 体 代 码 变异 位 点 序号 及 其 变异 * 
Individual code Number of mutation site and mutations in individuals 





0000000000000011111111111111111112222222222222222222222 
3333344566789911122233456777788990011112444555555566666 
0134889738412738934829651134908180916893035245678914356 
NbBJ2 TTATAATTAAAGCAATT--AAAAAGAATGTAAAGCTTTTGTAGAAAAAATAGGTA 
NsXJ1 AATATCCECT-GATGC--TTGGTGGTTTATATTTATAAAAAAGTTTTGTTATTAAT 
NsXJ2 AATAT. CCT-GATGC--TTGGTGGTTTATATTTATAAAAAAGTTTTGTTATTAAT 
2222222222223333333333333333333333333334444444444455555 
6777778888990001223444444566777888889990122344448811123 
9023560236280247232234578435023123674788189612455712592 
NbBJ2 GGTTATATTA-G-TTCGGTTTTT--ATTAGTTAATGTGA-ATAGAATA-AAATA- 
NsXJ1 TAAAGATAATAAAAATTTAAAAATT-A-TAAGTTATAATC-CTTTTATGTGTATG 
NsXJ2 TAAAGATAATAAAAATTTAAAAATT-A-TAAGTTATAATC-.TTTTATGTGTATG 


«BAND 3 个 数字 表示 变异 位 点 ， 字 母 为 碱 基 ;“-” 表 示 缺 示 ;“.” 表 示 相 同 


Three numbers in vertical line means the number of mutation site» letter means the base of the site; “-” 


-” means deletion; “.” means 


similarity 
2 BR 


除 特 新 蚤 以 外 ， 二 齿 新 重 的 两 个 地 方 种 群 及 其 它 各 个 种 都 研究 了 下 个 个 体 的 序列 。 所 得 
序列 长 度 在 552 ~ 555 个 碱 基 之 间 。GC 含量 都 在 26 旬 左右。 通过 CLUSTAL 软件 排列 以 后 发 现 ， 
在 这 些 序列 中 变异 主要 集中 在 思 博 新 重 ， 与 NbBJ2 个 体 相 比 ， 共 有 110 个 变异 位 点 ， 变 异 率 
达 20%。 其 次 才 是 作为 外 群 的 特 新 蚤 ， 共 有 31 个 变异 位 点 ， 变 异 率 为 6%。 阿 巴 盖 新 重 有 24 
个 变异 位 点 ， 变 异 率 为 4% 。 另 外 ， 宽 新 蚤 、 近 代 新 蚤 和 1 个 曲 棘 新 蚤 个 体 的 序列 完全 一 致 ， 
另 一 个 曲 坏 新 蚤 个 体 则 有 1 个 变异 位 点 。 它 们 与 NbBJ2 有 3 个 变异 位 点 ， 和 二 齿 新 蚤 个 体 间 
的 差异 接近 。 除 此 以 外 的 二 此 新 重 和 红 羊 新 重 则 可 以 根据 变异 位 点 分 成 2 个 类 群 ， 类 群 1 包 
括 二 齿 新 蚤 个 体 NbBJ2、NbBJ2 和 NbNM2， 类 群 2 包括 二 齿 新 蚤 个 体 NbNM1 和 2 个 红 羊 新 重 
ER CRI. #3) 

由 于 与 果 蝇 的 16s RNA 基因 序列 有 较 大 的 差异 ， 只 能 得 出 大 致 的 二 级 结构 。 根 据 这 样 的 
二 级 结构 分 析 ， 种 内 和 种 间 的 变异 主要 发 生 在 “ 泡 ” 的 区 域 ， 种 内 主要 以 转换 为 主 ， 种 间 则 
UIRAE CE 66% )。 在 所 有 的 变异 位 点 中 ，AT 颠 换 有 80 次 ，AG 转换 有 40k, HERR 
有 27 次 ， 这 些 变异 主要 发 生 在 阿 巴 盖 新 蚤 、 特 新 了 重 和 思 博 新 重 三 个 种 内 。 

根据 不 同 的 关系 树 计 算 方法 ， 获 得 了 两 棵 关系 树 〈 图 1)。 两 棵 对 显示 的 种 内 和 种 间 关 系 
基本 一 致 。 曲 玉 新 重 、 宽 新 蚤 和 近代 新 蚤 由 于 变异 很 小 ， 被 归 为 一 个 类 群 ， 二 齿 新 蚤 个 体 
NbBJ1、NbBJ2 和 NbNM2 被 归 为 一 类 ; 二 齿 新 重 个 体 NbNM1 和 红 羊 新 重 被 归 为 一 类 。 阿 巴 盖 
新 蚤 比较 独立 地 形成 一 个 类 群 。 思 博 新 蚤 由 于 变异 大 于 作为 外 群 的 特 新 蚤 ， 所 以 被 置 于 关系 
树 的 最 外 围 。 由 于 有 些 个 体 间 变 异 较 小 ， 有 的 甚至 完全 一 致 ， 两 棵 关系 树 中 这 些 个 体形 成 的 
节点 在 自 导 复制 中 所 占 的 比例 较 低 ， 但 这 并 不 影响 它们 之 间 的 关系 。 
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根据 不 同 计算 方法 得 出 的 两 标 系 统 发 育 关 系 树 


Fig. 1 Two phylogeny trees based on different methods 


A: Neighbor-jiont Pf Neighbor-jiont trees B: Wagner 简约 树 ” ”Wagner parsimony tree: 


节点 处 数字 为 500 次 自 导 复制 中 该 节点 存在 的 次 数 


The number at the node is the number of times of this node appears in bootripes 


所 研究 的 8 FARKI 16s RNA 的 GC 含量 基本 一 致 ， 在 Simon 等 引 报 告 的 范围 之 内 。 在 这 


些 种 16s RAN 的 变异 过 程 中 ， 个 体 间 有 较 多 AG 转换 ， 随 着 变异 的 增加 ，AT 颠 换 成 为 变异 的 
主要 方式 ， 这 也 和 其 它 的 同类 研究 结果 相 一 致 。 
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从 现 有 的 数据 分 析 ， 被 大 量 运 用 于 其 它 昆 忠 种 间 系 统 研究 的 16s rRNA 在 8 Eh a P BY EH RE 
新 重 、 宽 新 重 、 近 代 新 重 、 二 齿 新 重 和 红 羊 新 重 间 没 有 呈现 种 间 的 分 子 差 异 ， 说 明 这 几 种 蚤 
间 的 分 子 系统 发 育 关系 要 比 形态 学 上 理解 的 关系 更 近 ， 似 乎 更 接近 种 群 间 的 系统 发 育 关 系 。 
这 种 现象 在 Tang 等 5 研究 的 恶 遇 Simulium damnosum 复合 组 中 也 普 出 现 。 或 许 在 研究 种 团 和 
复合 组 水 平 的 种 关系 时 选择 其 它 一 些 蛋 白 编码 基因 更 可 能 说 明 问 题 。 

红 羊 新 重 和 二 齿 新 重 形 态 上 的 主要 区 别 是 其 第 9 腹 板 肘 部 的 瓶 形 腹 小 辟 。 我 们 通过 检视 
大 量 的 二 齿 新 重 标本 ， 发 现 分 布 于 北京 、 吉 林 等 地 的 二 齿 新 蚤 标本 中 有 一 部 分 具有 明显 的 撼 
形 腹 小 臂 状 结构 ， 虽 然 个 体 数 量 较 少 ， 结 构 不 如 红 羊 新 重 的 典型 ， 但 可 以 说 明 这 个 结构 是 种 
内 的 形态 变异 。 从 16s rRNA 的 结果 分 析 ， 来 自 北 京 和 内 蒙古 的 二 齿 新 重 和 红 羊 新 重 可 以 分 为 
两 组 ， 它 们 之 间 最 大 序列 差异 小 于 1% ， 说 明 这 两 组 属于 种 内 的 两 个 多 态 类 型 。 因 此 将 红 羊 
新 草 置 于 毛 新 重 种 团 是 不 合适 的 。 我 们 可 以 假设 瓶 形 腹 小 臂 的 结构 有 可 能 是 一 种 基因 型 决定 
的 ， 这 种 基因 型 在 青海 、 宁 夏 等 地 相当 普遍 ， 造 成 瓶 形 腹 小 辟 特 征 的 普遍 性 ;而 在 北京 、 吉 
林 等 地 这 种 基因 型 的 比例 很 低 。 如 果 这 个 假设 成 立 ， 则 红 羊 新 重 可 能 是 二 齿 新 重 的 同 种 异 名 。 

曲 棘 新 蚤 、 宽 新 重 、 近 代 新 和 二 齿 新 重 之 间 有 者 稳定 的 形态 差异 和 生态 差异 ， 它 们 之 
间 种 的 地 位 应 该 是 稳定 的 ， 从 16s RNA 这 一 个 分 子 的 结果 的 相似 性 还 不 能 否定 它们 形态 种 的 
地 位 。 

对 于 思 博 新 蚤 和 其 它 新 蚤 的 关系 ， 本 研究 的 结果 与 鲁 亮 等 ”运用 RAPD 的 研究 结果 有 一 
致 之 处 : 形态 上 和 曲 棘 新 蚤 接近 的 思 博 新 重 在 16s RNA 序列 上 有 相当 大 的 变异 ， 以 至 于 在 关 
系 树 中 将 它 置 于 特 新 重 之 外 。 这 种 形态 关系 和 分 子 关系 之 间 的 分 歧 现 象 ， 在 其 它 昆 虫 的 分 子 
系统 发 育 关 系 研究 中 也 有 "中 ， 但 并 不 多 见 ， 其 原因 还 有 待 于 进一步 的 研究 。 
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The molecular phylogeny of some species of the bidentatiformis 
group of the genus Neopsylla based on 16s rRNA gene 


LU Liang» WU Hou-yong 
Institute of Microbiology and Epidemiology- Beijing 100071; China) 


Abstract: The molecular phylogeny of seven species of the bidenéatiformis group in the genus Neopsylla was 
studied based on the mutation of 16s rRNA gene in mitochondrial genome. The results showed that the interspe- 
cies mutation rate of five species (N. bidentatiformiss N. mana, N. pleski, N. teratura and N. hongyan- 
gensis) was 1%, the same as the intraspecies mutation, suggesting that the relations among these species are 
closer; while the mutation rate of N. abagatui is 4%> suggesting the long diversity history of N. abagatut . 
Four samples of N. bidentatiformis from two localities showed two genotypes» one of which was also found in N. 
hongyangensis. As suggested also by the morphological character, N. hongyangensis should not be classified to 
the setosa group. Whether N. hongyangensis and N. bidentatiformis are the same species needs further study. 
N. siboi showed unexpected large mutation rate (20% ) compared with morphologically related species N. ter- 
atura, and the reason for this is not clear. 


Key words: Neopsylla; bidentatiformis group: 16s rRNA; molecular phylogeny 


